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APPROCHE D'UNE SYSTEMATIQUE BIOCHIMIQUE
CHEZ LES CHAROPBYTES

Pierrette GEMAYEL*®

RESUME. — La technique de Pélectraphorése est appliquée pour la premiére fois en Fravce
chez les Charophytes. Plusieurs types de gels d'amidon sont expérimentés, ainsi que divers
rampons dlextraction. Llsctivité de quatorze systémes enzymariques est verifide, Les pre-
miéres analyses permetcent de constater, chez le genre Chara, une différenciation inter-
spécifique importante. Les populations étudices s'avérent momomorphes, sanf une qui
mantre un polymorphisme enzymatique levé.

ABSTRACT, — The technique of electrophoresis has been applied on Charophyta for the
first time in France. Several types of starch gels as well as extraction buffers were used.
Fourteen enzymatic systems were tested for activity. The first results show an important
interspecific differentiation within the genus Chara” All off the studied populations were
monomorphic, except for one that was highly polymorphic.

MOTS CLES & stématique, marqueurs biochimi s
Charophytes.

INTRODUCTION

Présentes au Paléozoique, les Charophytes forment un embranchement qui
comprend, encore & notre épogue, un trés grand nombre d'espéces. Létude de
leur évolution ct des relations entre espéces actuclles et fossiles est un des axes
prioritaires des recherches sur les Charophytes. Dans le cadre de "Action Théma-
tique Programmée : «Bvolution: Aspects biolagiques ct paléontologiquesy, il
fut décidé de mettre au point la technique de Pélectrophorése sur ce matéricl
wgétal afin de rechercher des marqueurs biochimiques. Ces marqueurs doivent
permettre en effet de :

1) bréciser les connaissances de la systématique, en testant le degré de poly-
morphisme ou d’homogénéité inter et intraspécifique, notamment chez trois
espéces qui souldvent des problémes de taxinomie : Chara vulgaris L. auguel
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est rattaché un grand nombre de formes (21, selon Wood & Imahori, 1965),
Chara globularis Thuill., monoique, et Chara aspera Deth. ex Willd., dioique.

2) Vérifier le niveau de ploidie en recherchant, dans les populations poly-
morphes, une éventuelle hétérozygotic. Pendant longtemps, Iétude de I'évaly-
tion des Charophytes n porté sur un matérie! fossile. considéré comme haploide.
Mais depuis quelques années, 'idée qu’il pourrait exister des taxons diploides se
fait jour. En effet, on observe dans la nature actuelle :

— d’une part, des espéces dont Poosphére posséde une cellule-sceur unique
donnant un oogone & plaque basale simple.

— d’auire part, des espéces dont P'oosphére posséde trois cellules-sceurs don-
nant un oogone & plague basale composée.

Cette différence pourrait traduire la nature de Pappareil végétatif, haploide
dans le premier cas, diploide dans le second cas (Soulie Marche, 1979). De plus,
si cette interprétation se confirmait, elle permettrait de préciser I'emplaccment
de la méiose, qui est encore trés discuté (Guerlesquin & Noor, 1982},

3) Connaitre ou vérifier le mode de reproduction en amalysant lo taux de
polymorphisme & Iincérieur des populations. Les Charophytes, comme beau-
coup dautres végétaux, ont tendance 4 se reproduire végétativement, quand elles
se trouvent dans un milieu stable. Par contre, dans un milieu instable, quant &
la rempérature ct & ki hauteur d’eau par exemple, elles investissent dans la repro-
duction sexuée. Il est intéressant de noter 4 ce propos que l'oogone calcifié
des Charophytes peut résister longtemps i la sécheresse avant de germer et cette
calcification n'a lieu que si Poosphére u été fécondée. Tl sera possible également
de vérifier I'allogamie ou I'autogamie des taxons monoiques.

MATERIEL ET METHODE

Loélectrophorése consiste & faire migrer des particules chargées sous I'in-
fluence d'un champ électrique. En Voccurrence, ces particules sont des protéines
solubles et plus précisément des enzymes. La méthode permet de séparer les
protéines ayant la méme fonction enzymatique, mais des structures différentes
se traduisant par des mobilités différentes dans le champ &lectrique. Ces molé-
cules protéiques isoactives enzymatiquement, mais séparables par électrophorése
sont appelées isoenzymes. Les isocnzymes codées par les formes alldles d’un
méme géne, sont appelées alloenzymes.

La technique comprend trois étapes : 1) L'extraction, c'est & dire obtention
de la solution protéique. 2) La migration. 3) La révélation des enzymes.

Extraction. — Jusqu ce jour, la méthode danalyse par électrophorése n'a
jamais ét¢ utilisée en France, sur les Charophytes. Des travaux préliminaires sur
ces végétaux, effectués aux U.S.A. par Grant & Proctor (1980), n’ont, semble ¢
il, pas été poursuivis.

11 s'agit donc de mettre au point cette technique sur un matéricl nouveau. La
premiére difficulté, en particulier chez les végétaux, est d’obtenir une solution
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protéique active, d’abord en éliminant les substances qui peuvent se lier aux
protéines lors du broyage des échantillons et entrafner lour insolubilisation,
ensuite en évitant tout phénoméne d’oxydation. Pour cela une quinzaine de
tampons d’extraction, différant par leur composition et leur pH, ont été préparés
dans le but de tester les micux adaptés aux Charophytes.

Le tampon au phosphate de potassium (Ko HPO, ) utilisé par Grant & Proctor
(1980} = été repris tel quel et modifié, d’une part en faisant varier le pH de 0,2
en 0,2 dans des valeurs comprises entre 7 ¢t 8, d’autre part en ajoutant un anti-
oxydan[, le zhloglycolale de sodium (0,3g/50 ml de tampon) ec un produic

les de précipitation, le polye:hylene glycol (0,5g/
50ml de t.unpon) D'autres tampons ont été prépards en remplagant le phos-
phate de potassium par du Tris.

La mise au point des techniques a été faite & partir de matériel récolté sur le
terrain, Trois espéces du genre Chara L. ont été prélevées : Chara globularis
Thuill., Chara hispida L. et Chara vulgaris L. Les premiers essais pour contrbler
Pactivité enzymatique ont été effectués en écrasant des petits morceaux de
thalle d’environ 3 cm directement sur les papiers Wathman, sans utiliser de tam.
pon d'extraction. Mais par la suite, afin de pouvoir multiplier les analyses pour
un méme individu, il u paru indispensable de disposer d’une quantité suffisante
d’extrait. Des solutions protéiques ont donc été réalisées en broyant dans un
mortier les plantes enticres de Charophytes et en ajoutant pour chacune d'elies
les différents tampons d’extraction & tester (environ 0,3 ml/2,5 g de poids frais
afin d’obtenir un mélange ni trop pdtcux car inutilisable, ni trop liquide pour ne
pas diluer les protéines). Ces homogénats sont ensuite récupéeés dans des micro-
tubes, sans faire de centrifugation. et conservés au congélatcur & mains 50°C.

Migration. — La technique sur gel d’amidon a été choisic en raison de sa sou-
plesse drutilisation et de la variété des rampons disponibles. Les protocoles
utilisés sont ceux déerits par Smithies (1955). Les seules modific;

fons appor-

TAMPONS DE VOLTAGE TEMPS B
MIGRATION % AMIDON AFFICHE MIGRATION
HISTIDINE 13 140 V & H.
LITH-BORATE 12 350 v 4 H.

TRIS-BORATE 12 256 Vv & H.

CONTINU 12,5 100 V u H. 30

KRISTJANSON 12 250 v 4 H.

POULIK 11,5 250 v 4 H.

Tableau [ : Conditions de migration retenues lors des premiers essais sur C. hispida, C. glo
bularis et C. wlgaris.
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tées concernent la concentration en amidon, la tension appliquée et le temps
de migration qui ont été adaptés en fonction des résultats obtenus. Les condi-
tions de migration principalement retenucs lors des premiers essais sont données
dans le tableau 1. Par Ja suite. trois systémes de migration seulement ont été
utilisés car donnant les meilleures résolutions. Ce sont les systémes Histidine,
Tris-Borate et Lithium-Borate dont les compositians, molarités et pH sont pré-
cisés au paragraphe suivant.

Révélation. — Llactivité enzymarique de quatorze systémes a (té vérifice «

_ 8 oxydoréductases ¢ Alcool déshydrogénase (ADH), Glutamate déshydro-
génase (GDH), Malate déshydrogénase {MDH), Jsocitrate déshydrogénase (IDH),
Phosphogluconate déshydrogénase (PGD), Polyphénol oxydase (PPQ), Tétra-
zolium oxydase (TO}, Peroxydase (POX).

2 transférases : Phosphogl ase (PGM), Glutamate oxaloacétate

transaminase {GOT).

_ 3 hydrolases : Estérase (EST), Phosphatase acide (PAC), Leucine amino-
peptidase (LAP).

_ 1 isomérase : Phospho-glucose isomérase (PGI).

TAMPONS. apH | 6o [ MoH [ IOH | PO | To | Pox | PGI | FEM | GOT | EST | PAC
HISTIDINE a . | Q P . P
LITH-BORATE o o o [+ > + o
TRIS-BORATE B a a [es L | .

CONTINU o - . +
KRISTJANSON a ° [ ‘
POULTK L) + - P

Tableau 1f. — Intensité de Uaccivité enzymatique dans différents tampons chez C. hispida, C.
globularis et C. wwigaris

0 : pas dactivicd de Denzyme; + : présence d’une activité; 4 forte activité.

Le principe des colorations utilisées pour les révélations peut étre trouvé dans
Harris & Hopkinson (1976). Les résultats sur I'intensité de lactivité enzymatique
selon les types de gels testés sont donnés dans le tableau IL Llactivité des PGD
et LAP n'ayant éé vérifiée qu'une seule fois n'a pas été notée.

Quant aux meilleures résolutions, elles sont obtenues pour :

1)la PGI avec tampon Lithium-Borate (électrade : 0,3 M de LiOH, 0.19 M
d'HaBOg, le pH ajusté & 8,: gel :0.05 M de Tris, 0,008 M d’ucide cirrique dans
la solution rampon d*¢lectrode diluée 4 1/9, le pH ajusté 3 8.4).
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2) les PGM, IDH et PAC sur un tampon Tris Borate (¢lectrode ; 0,3 M d'H,
BO, ajusté & pH 8.2 avec NaOH en pastilles; gel : 0. M de Tris, 0.04 M d'Hs
BOj. le pH ajusté 4 8.7).

Le tampon Histidine Citrate (Brewer, 1970) légérement modifié a également
été utilisé pour tes PGM et IDH {&lectrode : 0.1 M d’acide citrique, 0.4 M de Tris,
le pH ajuste a 8; gel : 0,005 M d'Histidine ajusté 4 pH 8 avec du Tris). Avec ce
tampon les taches oot une intensité plus forte que sur le systéme Tris-Borate,
mais i} apparait des distorsions importantes génant la lecture des zymogrammes.

Quels que soent le type de get utilisé et Ienzyme révélée. l'adjonction
d'EDTA empéche la migration.

A ce stade de la misc au point effectuée sur des échantillons du genre Chara
L. : Chara globularis Thuill., Chara hispida L. et Chara vulgaris L., il est déja
possible de constater

_ T'absence de phénoméne d’oxydation, méme sur un broyat laissé longtemps
4 Dair libre sans tampon dextraction, cc qui est exceprionel pour un matériel
végétal.

_ I'absence dactivité des oxydases, qui peut étre mise en relation avec 'ab-
sence d’oxydation spontanée.

Nous ne disposons pas & Iheure actuelle d’explication biologique satisfaisante
de ces observations.

Par la suite, afin d’encreprendre Iétude du polymorphisme proprement dit,
les expérimentations sur Chara vulgaris L. et Chara globularis Thuill. mosoiques,
ont été reprises en ajoutant unc espéce diotque : Chara aspera Deth. cx Willd

De plus, pour tépondre aux questions sur le ou les niveaux de ploidie chez
les Charophytes, Ja mise au point de la technique a éré clargie aux genres Nitella
(Ag.) A. Braun avec N. fenuissima {Desv.) Kiitz. et Tolypella {A, Btaun) Leanh.
avec T. glomerata Leonh. Nitella tenuissima_ev Tolypella glomerata sont devx
espéces dont I'oosphére posséde trois cellulesseurs donc susceptibles d'érre
diploides (Soulie-Marsche, 1979).

PREMIERS RESULTATS

Extraction

— Pour le genre Chara, la poursuite des travaux confirme les premiéres obser-
vations. Contrairement & ce qui est courant pour un matériel végétal, il n'appa-
rait ni phénoméne d'oxydation ni précipitation. D'autre part, les résultats sont
identiques quels que soient les divers tampons d’extraction testés et méme sans
tampon d’extraction. On obtient done un bon extrait protéique en broyant
simplement les échantillons avec un peu d'eau ionisée, sans faire de centrifu-
gation,

~ Pour le genre Nitella, il men est pas de méme. Si les extraits ne révélent
aucun phénoméne d’oxydation, par contre, on observe immédiatement au fond
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du mortier un précipité avec un surnageant limpide. Ces extraits ont cependant
été récupérés ec analysés par électrophorése. Il n'est apparu aucune activité
enzymatique, sauf celle, trés faible, des phosphatases acides (PAC).

—Pour le genre Tolypella, il ne se produit pas de précipitation mais un bru-
nissement trés met et trés rapide du broyat, correspondant probablement 4 une
réaction d'oxydation. L’adjonction d’antioxydants n'arréte pas ke processus.

1l existe donc, dés Vextraction, un comportement totalement opposé pour
les trois genres.

Activité enzymatique

Les tampons d’électrophorése retenus pour les enzymes étudides sont notés
dans le tableau 1. A Vexception de la PGI qui n'est bien révélée que sur Li-
thium-Rorate, les autres enzymes peuvent étre révélées en utilisant deux sys-
témes différents. D’une fagon générale, avec le tampon Histidine les taches sont
intenses mais mal résolues, avec le tampon Tris-Borate les taches sont faibles
mais plus nettes. Pour les GOT, MDH et EST on n’obtient jamais de bandes
bien nettes quel que soit le tampon de migration utilisé,

ENZYMES L] LB B
FAC MR BR
GoT MR MR
PRI ER
PGM MR BR
MDH MR MR
IDH MR ER
EST MR MR

Tableau III : Choix du tampon d'électrophorése en fonction des enzymes révélées.
H ¢ Tampon Histidine; LB: Tampon Lithium-Borate; TB: Tampon Tris-Borate; MR :
Résolution médiocre; BR : Bonne résolution.

Chez Nitella tenuissima (Desv.) Kiitz., le temps de migration des phosphatases
acides est trés différent du temps de migration de ces mémes enzymes chez les
espéces du genre Chara, Il est ainsi impossible de traiter los échantillons des
deux genres sur le méme gel.

Les extraits de Tolypella glomerata Leonh. présentent une trace d’activité
pour les GOT, PGI, MDH et 1DH.
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Les difficultés 4 obrentr un extrait protéique actif des deax genres Nitella
et Tolypella n’éeant pas surmontées, I'étude » principalement porté sur le genre
Chara. Trois espéces, Chara globularis Thuill., Chara vulgaris L. et Chara aspera
Deth. ex Willd., récoltées dans trois milieux différents ont été analysées en-
semble et séparément. Cette étude confirme I'absence des oxydases. Par contre,
les déshydrogénases sont trés actives, exception faite de I'alcool déshydrogé
On constate aussi une bonne activité de la phospho-glucose isomérase et de la
phosphoglucomutase.

— Etude interspécifigue :

La lecture des zymogrammes révéle une différenciation interspécifique trés
nette, y compris entre Chara globularis et Chata aspera (rassemblés cn une seule
espéce selon Wood & Imahori, 1965}, pour ks cnzymes suivantes : PGM, PG,
IDH, MDH, EST, GOT et PAC. [l est méme nécessaire, pour les estérases et les
phosphatases acides en particulier, d’ajuster le protocole pour chacune des trois
espéces (Fig. 1).

Chara globularis et Chara vulgaris, trés semblables morphologiquement dans
certains milieux, au point qu'une détermination fine sous la loupe soit indispen-
sable, se disti parfai par électroph

- Erudc intra-population :

— Chara aspera : Un échantillon de pieds miles et de pieds femelles récoltés
dans un milien saumitre asséché en été, s'est avéré monomorphe pour toutes
les enzymes testées. Il n'existe aucune différence, dans le niveau et Iintensité des
bandes, cntre les pieds males et les picds femelles.

— Chara vulgaris : Un preniier échantillon dans un milieu relativement insta-
ble, le niveau de I'eau variant en cours d’année, s’est également révélé mono-
morphe paut toutes les enzymes testées. Des échantillons de la méme «popula-
tionn. ramassés @ des saisons différentes, montrent qu'il cxiste une variarion
diintensité importante de certaines activités enzymatiques, principalement
celles des PGL et PAC, selon la période de récotte (Fig. 2).

— Chara globularis : L'analyse d'échantilions récoltés dans un milieu stable
en température ct hauteur d’eau tout au long de lannée, indique une variation
du niveau des bandes pour les PGl, PGM et IDH. On observe trois niveaux de
migration pour chacune de ces enzymes (Fig. 3).

CONCLUSION

1l s'agira bien sir d'affiner Pétude de ce polymorphisme afin de vérifier si
ces niveaux de bandes correspondent bien 4 des allozymes. Mais les zymo-
grammes obtenus semblent déja confirmer la nature haplotde du genre Chara
dont les espéces possédent une oosphére & cellule soeur unique.

D'autre part, contrairement 4 toute attente, on observe :

Source : MNHN Paris



- 3
'

bl...

R LT TR R

& " ‘ﬁol’i
M-m

B 2

Source : MNHN, Paris



SYSTEMATIQUE BIOCHIMIQUE CHEZ LES CHAROPHYTES 81

_ Une homogénéité dans une «population» de C. aspera récoltée dans un mi-
fieu instable, favorisant donc une reproduction sexuée, l'autogamie érant exclue
puisque cette espéce est dioique.

— Une hétérogénéité dans une «populations de C. globularis récoltée dans un
mitieu stable, ot «devraitrdominer une reproduction asexuée. L ie n'est
pas exclue puisque espéce est monoigue. De plus, I'écude bioméerique de C.
globularis montre quiil s'agit d’un taxon ayant unc faible variation morpholo-
gique tant pour les organes reproducteurs que pour Pappareil végétatif (Soulie-
Marsche, 1979).

La poursuite du travail consistera d’abord 3 multiplier les analyses intra et
interpopulations pour essayer d’expliquer apparente contradiction entre ces
résultats d’électrophorése et les observations biologiques et écologiques. Paral-
lélement, il faudra résoudre les problémes d'extraction pour les genres Nitella
et/ou Tolypella afin de répondre aux questions sur leur niveau de ploidie.

Quoi quil en soit, cette étude préliminaire montre que la différenciation
biochimique chez les Charophytes, tout au moins & Fintéricur du genre Chara,
est suffisante pour déterminer sans ambiguité les espéces en dehors des critéres
morphologiques.
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Fig. 1 — Activité des phosphatases acides chez + Chara globularis (A); Chara vulgaris (B);
Chara aspera (C). Le temps de révélation étant trés différent pour ces trois espéces, le
gel a été coupé afin d'arvéter la coloration : aprés 5 mn pour C. vulgaris; aprés 2 b pour
C. globularis; aprés toute une nuit pour G. dspera.

_ Activité des phosphatases acides selon lu période de récolte chez Ghara vulgaris
“chanillon técolté en juin (A}; échantillon récolté en mars (B). Les deux échantilions
proviennent de la méme station. Le gel a été coupé afin d'arréter la coloration : aprés
5 mn pour Péchantillon de juin; aprés 30 mn pour léchuntillon de mars.

Fig. 3 — Activité de la phospho-glucose isomérase chez Chara globularis. 1l existe 4 zones de

GI par individu mais, sur ce zymogramme, seule la zone du bas est polymorphe et
présente 3 niveam de migration a, b et c.
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